Вплив нових потенційних фунгістатичних агентів на деякі функції клітин крові людини by Kalashnіkova, L. E. et al.




ВПЛИВ НОВИХ ПОТЕНЦІЙНИХ ФУНГІСТАТИЧНИХ АГЕНТІВ 
НА ДЕЯКІ ФУНКЦІЇ КЛІТИН КРОВІ ЛЮДИНИ
Л.Є.Калашнікова, І.М.Коперник, І.В.Семенюта, Л.П.Голод, Д.М.Година, Л.О.Метелиця
Інститут біоорганічної хімії та нафтохімії НАН України 
02660, м. Київ, вул. Мурманська, 1. E-mail: metelitsa@bpci.kiev.ua
Ключові слова: in vitro скринінг; оксазоли; азотовмісні бісфосфонати; функціональні біосенсори
Для in vitro скринінгу нових біологічно активних функціонально заміщених оксазолів та азотовмісних біс-
фосфонатів з відомою фунгістатичною активністю використовували як біосенсори еритроцити та 
лейкоцити крові людини. Встановлено, що жодна з досліджуваних сполук не виявила гемолітичної дії у 
реакції осмотичного гемолізу еритроцитів крові. Всі сполуки достовірно змінювали швидкість осідання 
еритроцитів крові – функціонально заміщені оксазоли знижували реакцію приблизно на 70%, а азото- 
вмісні бісфосфонати збільшували приблизно на 30%. Встановлена реактивність може свідчити про 
високу тропність досліджуваних сполук до адренорецепторів мембрани клітин. Дана активність може 
бути використана для характеристики та прогнозування ряду інших потенційних ефектів сполук-ан-
тимікотиків, що вивчалися. Результати НСТ-тесту свідчать, що функціонально заміщені оксазоли є 
активаторами антимікробного потенціалу нейтрофільних лейкоцитів крові і можуть розглядатися 
як потенційні стимулятори реакційної здатності неспецифічного імунітету людини. Отримані екс-
периментальні дані суттєво розширюють спектр біологічних ефектів синтезованих сполук-фунгіс-
татиків і підтверджують перспективність їх подальшого вивчення як потенціальних антимікотичних 
засобів. Скринінг in vitro з використанням як біосенсорів клітин крові людини є важливою частиною 
дослідження потенційних лікарських засобів і може бути рекомендований для тестування нових біоло-
гічно активних сполук з відомою біологічною активністю.
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Erythrocytes and neutrophilic leukocytes of human blood have been used as biosensors for in vitro screen-
ing of new biologically active functionally substituted oxazoles and nitrogen-containing bisphosphonates with 
the known fungistatic activity. It has been found that none of the compounds under research do not reveal the 
hemolytic action in the reaction of osmotic hemolysis of human red blood cells. For all compounds tested the 
erythrocyte sedimentation rate is changed. The functionally substituted oxazoles decreased the reaction rate ap-
proximately by 70%, and nitrogen-containing bisphosphonates increased it approximately by 30%. The reactivity 
found can indicate high affinity of the compounds studied to erythrocyte membranes adrenoreceptors. It can be 
used for characteristics and prediction of a number of other potential effects of the antimycotical compounds test-
ed. According to the NBT-test the functionally substituted oxazoles are activators of the antimicrobial potential of 
neutrophilic leukocytes and can be considered as potential stimulators of nonspecific human immunity reactivity. 
The experimental data obtained significantly expand the range of biological effects of the fungistatic compounds 
synthesized and confirm perspectiveness of their further study as antimycotic agents. In vitro screening with 
the use of human blood cells as biosensors is an important part of potential drugs research and can be recom-
mended for testing new biologically active compounds with the known biological activity.
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Для in vitro скрининга новых биологически активных функционально замещенных оксазолов и азотсо-
держащих бисфосфонатов с известной фунгистатической активностью использовали как биосенсо-
ры эритроциты и лейкоциты крови человека. Установлено, что ни одно из соединений не проявило 
гемолитического действия в реакции осмотического гемолиза эритроцитов крови. Все исследован-
ные соединения достоверно изменяли скорость оседания эритроцитов – функционально замещенные  
оксазолы снижали скорость реакции приблизительно на 70%, а азотсодержащие бисфосфонаты уве- 
личивали – приблизительно на 30%. Установленная реактивность может свидетельствовать о вы- 
сокой тропности исследуемых соединений к адренорецепторам мембраны клеток. Данная активность  
может быть использована для характеристики и прогнозирования ряда других потенциальных эффек-
тов изученных соединений-антимикотиков. Результаты НСТ-теста свидетельствуют о том, что 
функционально замещенные оксазолы являются активаторами антимикробного потенциала нейтро-
фильных лейкоцитов крови и могут рассматриваться как потенциальные стимуляторы реакцион-
ной способности неспецифического иммунитета человека. Полученные экспериментальные данные 
существенно расширяют спектр биологических эффектов синтезированных соединений-фунгиста-
тиков и подтверждают перспективность их дальнейшего изучения как потенциальных антимикоти-
ческих средств. Cкрининг in vitro с использованием как биосенсоров клеток крови человека является 
важной частью исследования потенциальных лекарственных средств и может быть рекомендован 
для исследования новых биологически активных соединений с известной биологической активностью.
Journal of Organic and Pharmaceutical Chemistry. – 2014. – Vol. 12, Iss. 1 (45)
80
ISSN 2308-8303
Раніше нами було синтезовано ряд нових функ- 
ціонально заміщених оксазолів (ФЗО) і азотовміс- 
них бісфосфонатів (АБФ) та встановлено їх висо-
ку фунгістатичну активність. В основі механізму 
дії синтезованих сполук лежить пригнічення ак-
тивності ферментів біосинтезу ергостеролу гри-
ба Candida albicans – С14-α-деметилази та фарне-
зилдифосфатсинтази [1-3, 25].
Як потенційні антимікотичні засоби досліджу- 
вані ФЗО та АБФ при потраплянні до організму 
можуть змінювати, підвищуючи або знижуючи, 
показники морфофункціонального стану клітин 
крові людини, що необхідно враховувати при їх 
використанні.
Для скринінгу in vitro вищезазначених біоло- 
гічно активних сполук були використані як біо-
сенсори еритроцити та лейкоцити крові людини, 
здатні in vitro функціонально реагувати на будь-
який досліджуваний фактор. Відомо, що клітини 
крові широко використовуються не лише для функ- 
ціонального скринінгу біологічно активних речо- 
вин, але й для прогностичного скринінгу з метою 
спрямованого синтезу та визначення дії біоло-
гічно активної речовини, а також прогнозуван-
ня її токсичності без проведення тестів на лабо-
раторних тваринах [4-6].
Більше того, метаболічна активність клітин 
крові – еритроцитів та лейкоцитів тісно пов’яза- 
на між собою. Зміни фізико-хімічних, морфофунк- 
ціональних або агрегаційних властивостей мем- 
брани еритроцитів відображають рівень окисню- 
вально-відновного потенціалу лейкоцитів, що, у 
свою чергу, є показником імунотоксичності до-
сліджуваної речовини [4, 7-9].
Метою роботи є скринінг in vitro нових біоло- 
гічно активних сполук – потенційних фунгістати- 
ків на моделі клітин-біосенсорів крові людини.
Матеріали та методи
Кінцева концентрація всіх досліджуваних спо- 
лук складала 1∙10-4 M.
Для реєстрації змін показників фізико-хіміч- 
них та агрегаційних властивостей мембрани ери- 
троцитів та окиснювально-відновного потенціа- 
лу лейкоцитів крові в роботі використовували ре- 
акцію осмотичного гемолізу еритроцитів (ОГЕ) 
[10-12], швидкість осідання еритроцитів (ШОЕ) 
[13-16] та тест відновлення нітросинього тетра-
золію (НСТ-тест) нейтрофільними лейкоцитами 
крові людини [17-19].
Реакцію ОГЕ крові людини проводили моди-
фікованим методом Л.І. Ідельсона [10]. Метод по-
лягає у кількісній оцінці ступеня гемолізу клітин 
у гіпотонічних розчинах хлориду натрію (NaCl). 
Після інкубації клітин з досліджуваною сполукою 
та центрифугування сформовану надосадкову рі- 
дину фотоелектроколориметрували при довжи- 
ні хвилі 500-560 нм проти контрольної проби. Про- 
цент гемолізу еритроцитів визначали, порівню-
ючи величини екстинції надосадкової рідини у 
кожному зразку з екстинцією, прийнятою за 100% 
(контроль) за формулою:
         % гемолізу = Ех · 100 / Е1,     (1)
де: Е1 – екстинція надосадкової рідини у зразку з 
0,1% розчином NaCl;
Ех – екстинція надосадкової рідини у зразку;
100 – % гемолізу у зразку з 0,1% розчином NaCl.
Вплив досліджуваних сполук на реакцію ШОЕ 
оцінювали за методом Т.П.Панченкова [13]. Для 
цього у капіляр із кров`ю з висотою стовпчика 100 мм 
додавали відповідну сполуку, зразки встановлюва- 
ли в апарат Панченкова і після інкубації визнача- 
ли висоту стовпчика плазми, сформованого при осі- 
данні еритроцитів. Результат фіксували у мм/год 
та виражали у відсотках по відношенню до контро- 
лю – зразка без додавання досліджуваної сполуки.
Оцінку окиснювально-відновного потенціалу 
периферичних нейтрофілів крові людини прово- 
дили за допомогою НСТ-тесту (тесту відновлен-
ня нітросинього тетразолію) [17]. В основі тесту 
лежить процес піноцитозу, накопичення та від- 
новлення із перетворенням розчинного безбарв- 
ного нітросинього тетразолію у нерозчинний тем- 
но-синій формазан, що візуально ідентифікуєть-
ся у нейтрофілах – фагоцитах.
Для цього зразки крові у 0,2% водному розчи-
ні НСТ інкубували з відповідною досліджуваною 
сполукою, а потім із отриманої суміші готували 
мазки, які фарбували розчином нейтрального чер- 
воного та мікроскопували. У мазках підраховува-
ли кількість формазанактивованих клітин (фаго- 
цитів) на 100 підрахованих нейтрофілів (ДАН – 
частка активованих нейтрофілів). За кількістю 
формазану у клітинах оцінювали їх активність в 
умовних одиницях і підраховували індекс акти-
вації нейтрофілів (ІАН) за формулою:
       ІАН = (0 ∙ Н0 + 1 ∙ Н1 + 2 ∙ Н2 + 3 ∙Н3) / 100,      (2)
де: Н0, Н1, Н2, Н3 (%) – кількість нейтрофілів з ак- 
тивністю 0, 1, 2, 3 та 4 бали відповідно.
Всі отримані експериментальні результати до- 
сліджень були статистично оброблені методами 
варіаційного аналізу [20].
Результати та їх обговорення
На рисунку наведені структурні формули спо- 
лук – потенційних фунгістатиків, які були дослі-
джені у роботі.
У табл. 1 представлені результати досліджен- 
ня впливу нових ФЗО та АБФ на показники реак-
цій ОГЕ та ШОЕ.
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Дані табл. 1 свідчать, що жодна із досліджува- 
них сполук не виявила достовірного впливу на 
реакцію ОГЕ. При цьому всі досліджені ФЗО та 
АБФ достовірно змінювали ШОЕ – АБФ у серед-
ньому на 35% прискорювали, а ФЗО у середньо-
му на 70% пригнічували реакцію.
У табл. 2 представлені результати впливу до- 
сліджуваних сполук на показники НСТ-тесту. За 
даними табл. 2 можна зробити висновок, що АБФ 
не проявили достовірного впливу ані на показ- 
ники ДАН, ані ІАН, тобто додавання у зразки кро- 
ві досліджуваних сполук не викликало активації 
нейтрофільних лейкоцитів. 
Всі досліджувані ФЗО виявили достовірний 
вплив на обидва показники НСТ-тесту – додаван- 
ня у зразки крові вказаних сполук викликало не 
тільки збільшення кількості активованих клітин, 
але й суттєво підвищувало ступінь їх активації – 
у середньому на 30%.
Таким чином, на основі вищезазначених фак-
тів нами встановлено, що всі сполуки – це потен-
ційні антимікотики, які не мають гемолітичної дії.
Отримані нами дані про достовірний, але про- 
тилежний вплив АБФ та ФЗО на реакцію ШОЕ є 
важливими у комплексному in vitro скринінгу спо- 
лук, оскільки дають можливість з високою ймо-
вірністю спрогнозувати їх дію in vivo. Враховуючи 
той факт, що в основі реакції ШОЕ лежить здат-
ність еритроцитів крові до агрегації, що контро-
люється адренорецепторами мембрани клітини, 
можна стверджувати, що тропність досліджених 
сполук до адренорецепторного апарату є однією 
з важливих характеристик їх потенційних біоло-
гічних ефектів [21, 22].
Рис. Структурні формули досліджуваних сполук.
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На основі експериментальних даних про вплив 
вивчених сполук на показники НСТ-тесту – АБФ 
не впливали, а ФЗО на 30% збільшували актив-
ність нейтрофілів крові – можна зробити висно-
вок, що ФЗО є активаторами киснево-залежних 
внутрішньоклітинних мікробіцидних систем нейтро- 
філів-фагоцитів, які контролюються НАДФ∙Н-окси- 
дазою. При цьому відомо, що поява у клітині ак-
тивних форм кисню може приводити не тільки до 
збільшення її антимікробного потенціалу, але й до 
активації тканинного метаболізму та реакційної 
здатності неспецифічного імунітету людини [23, 24].
Отримані у роботі експериментальні дані сут- 
тєво розширюють відомий спектр біологічних ефек- 
тів нових АБФ та ФЗО, що мають високу фунгі- 
статичну активність, а також підтверджують перс- 
пективність їх подальшого вивчення як потенцій- 
них антимікотичних лікарських засобів.
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Таблиця 1
Вплив досліджуваних ФЗО та АБФ на реакції  







ФЗО 1 97,4±2,2 26,3±2,0*
ФЗО 2 94,2±3,1 34,0±1,7*
ФЗО 3 96,5±2,7 24,7±1,5*
ФЗО 4 95,1±2,4 31,0±2,1*
ФЗО 5 98,6±2,6 27,1±1,3*
ФЗО 6 95,7±4,3 28,4±1,4*
АБФ 1 98,8±3,3 136,2±8,0*
АБФ 2 96,3±3,8 134,4±6,6*
Примітка: * – значення достовірно відрізняється від контролю 
(р<0,05).
Таблиця 2
Вплив ФЗО та АБФ на показники НСТ-тесту,  






% до контролю (n=6)
ФЗО 1 134,3±5,5* 126,6±7,1*
ФЗО 2 128,7±6,8* 116,3±6,4*
ФЗО 3 141,1±3,2* 132,2±5,7*
ФЗО 4 130,6±4,2* 126,1±7,0*
ФЗО 5 126,0±8,1* 131,4±4,9*
ФЗО 6 136,2±4,3* 124,5±6,6*
АБФ 1 102,2±0,3 104,4±0,2
АБФ 2 111,8±0,1 103,7±0,5
Примітка: * – значення достовірно відрізняються від контролю 
(р<0,05).
